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(54) Vorrichtung zur Reinigung proteinhaltiger Lfisungen, Verfahren zur Herstellung eines 
Tr&germaterials f Or die Vorrichtung und Verwendung der Vorrichtung 

(57) Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Rei- 
nigung proteinhaltiger Lfisungen, wie Blut, Blutpiasma 
Oder Zellkulturmedien, bei denen erfindungsgemafc ein 
biokompatibles Tragermateriat aus Kunststoffmaterial, 
wobei das Kunststoffmaterial aus der Gruppe Polyacryl- 
ate, Polymethacrylate, Polysulfon und Polyethersulfon, 
gewahlt sind, welche als funktionelle Gruppe Amide tra- 
gen. Diese werden mittels Peptidbindung mit Albumin 
kovalent beschichtet. Weiterhin betrifft die Erfindung ein 
Verfahren zur Herstellung des erf indungsgemaBen Tra- 
germaterials und die Verwendung der Vorrichtung. 
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Die Erf indung betrifft eine Vorrichtung zur Reinigung proteinhaltiger Uteungen, wie Blut, Blutplasma oder ZeHkul- 
turmedien, ein Verfahren zur Herstellung eines TrSgermaterials for die vorgenannte Vorrichtung und die Verwendung 

^E^is^ daB eine Reihe von Stoffwechsetacinen, wie zum Beispiel Merkaptane, freie Fettsauren, 

unkonjugiertes Bilirubin sowie die Endotoxine gramnegativer Bakterien und viele exogene Toxine , 

kamente wie zum Beispiel Nortriptylin, Amrtryptilin, Diazepam, Bromazepam etcjm Blutkre,slauf 

an Proteine gebunden sind. Diese Bindung erfolgt bevorzugt an die Aibuminfraktion des Blutplasmas. Aufgrund der 

MolekOlgrMe und der starken Bindungswechselwirkung des Protein-Toxinkomplexes lassen sich albumingebundene 

Toxine mit herkOmmlichen Blutreinigungsverfahren, wie beispielsweise der Hamodialyse, nicht oder nur m sehr genn- 

aem Urrtfana selektiv aus dem Blut entfernen. 

Es sind allerdings schon Verfahren zur Blutreinigung bekannt geworden, mit denen sich P^n^T 
ausdem Blut oder dim Plasma entfernen iassen. Ein bekanntes Verfahren ste.tt die ^?* mn ^Xl£« 
lonentauscherharzen dar. Diese Adsorbermaterialien zeigen for viele protemgebundene Tox.ne messtoare EM 
onsraten (Rosenbaum. J.L etal. 1980: Current status of hemoperfusion in tox.cology. Clin Tox.col 17: 493). NachteHg 
Se ^ienTnannten Adsorbentien die weitgehend unspeziffechen Bindungseigenschaften So werden neben den 
albumingebundenen Toxinen unerwunschterweise Hormone. Wachstumsfaktoren und Zellen w.e be.spielswe.se 
Thrombozyten mitentfernt, was zu Nebenwirkungen und Komplikationen fOhren kanri. 

Die WO 94/21 363 beschreibt ein Dialyseverfahren, mit welchem sich albummgebundene Substanzen aus dem B ut 
entfernen lassen. Hierbeiwird eine asymmetrischeDyysehohlfaserimwesentli^ 

LporosenStOtzschichtJmit^^ 

losung umspOH. wobei diese Albuminlosung in einem Kreislauf zusatzhch Qber e.ne Altivkohle- bzw. £™usta^ 
eVpatrone und durch einen weiteren Dialysator geleitet wird, urn die transporterten Toxme aus dem D,alysat zu 
eSmen Dte ml Lnen beladenen AlbuminmolekOle des Blutes sind in dieser Anordnung durch e.ne .nnere. a bu- 
mi^undurchlL^e TrenTschicht der Diafcsefaser von den toanfreien Albuminmo.ekO.en der StOtzschic* t Art* 
gTennt Die a ibLminundurch.assige Trennschicht ist f Or die Funktion dieser Anordnung 

fusion der im wesentlichen frei beweglichen Toxin-Albuminkomplexe zu verhindem und so e.nen genchteten Transport 

ist besonders for Entfemung groBer Toxinkomplexe. wie zum Beispiel Endotoxinkomplexe gramnegatrver Baktenen 

naSSise lassen sich mit dem beschriebenen Verfahren nicht aus dem Blut entfernen. Des 

Anordnung ebenfalls keine selektive Entfernung von Stoffen, da samtliche Substanzen die aufgrund .hrer n,edr.gen 

MolekOlgroBedieinnereTrennschkttderDial^ 

We WO 95/04559 beschreibt eine Anordnung mit einem Membranf ilter zur Elimination von Toxinen aus P/°J®|*^'" 
tiaen RuSakSen insbesondere Blut. Die zu reinigende ROssigkeit, z. B. Blut. wird durch das Lumen ernes horrtfaser- 
SZSSCSm Cessen AuBenseite von einer Reinigungssuspension umftossen wird. d.e teste 
S birSS Partikel enthait. Die Reinigungssuspension wird Ober eine ZenWugJpumpe .n B*m»M 
u£ bewirkt .oka. unterschiedliche transmembrane DruckdWerenzen an dem Me ^" , '^ w <^ 
sigkeitsaustausch durch die Filtawandung stattfindet, Mit der ROssigkeit transport.erteTox.ne ton^enso ^ ' tontakt 
mf den adsorbierenden Partikeln. wfihrend gleichzeitig gereinigte ROssigkeit in den BMstrom zuruckfheBt ^h d^e 
MoXlngM den Nachteil. daB die Toxinkomplexe die Filterwandung passieren mOssen. urn aus der zu re,n,genden 

"IS^SS^L^ Vol. 53 (Marz 1974). 8*n 778-785 ist bereits ein ^^j^ 
AdsoTer bekannt der zur Entfernung proteingebundener Metaboliten oder Toxine aus dem Blut benufet wurde Der 
S^I^M^^Stn^p^ noch heiBdampfsterilisierbar wodurch keine 
NutzZ S tet Die Kbpplung des Albumins erfolgt Ober Cyanbromid, welches als Verunre.n.gung dem Endpro- 

aeeionet eine Komplementaktivierung oder Thromboszytenadhasion zu verhindem. 

Se deiErf i^lung ist es. eine Vorrichtung zu schaffen. mit der proteingebundene Toxme unabhang.g vomhrer 
GroBTaCne^ 



S JSL wird durch eine Vorrichtung nach Anspruch 1 gelost, die sin biokompatibles ™germater.a^ I aus 
Kuns^ffmateriaiien aufweist. wobei das Kunststoffmaterial aus folgender Gruppe ausgewfthft .st: Polyacrylate Poly- 
SaaS pXsulfone. Polyethersulfone. welche Amine bzw. Amkie tragen und die mittels PepMbndung m.t Afou- 
mSe^ 

AJbumin Ober eine MehrpunWbindung an das Kunststoffmater*. gebunden 
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ist.Hierdur* wird die Sterilisi^ „ _ . e . . 

n as Traoermaterial kann in Form von SchOttungen von Beads aber auch in Form von Membranen in Flach- oder 

renTurchmeTer zwischen 10 bis 500 urn haben und in einer Saule rrut mindestens «nem Zu- und e,nem Ablaut ,n 

TragSrSerS eine Mehrpunktbindung Qber ein Kcpplerreager* erzeugt, ^^£°SS^!XSZ 
Zmins aktMert und anschlieBend wieder abgespalten wird. Ate ^.^^^^^Xr- 
succinimid im OberschuB eingesetzt werden. Das Kopplerreagenz w.rW we e.n •^^J^^^Stota^ 
w bonylfunktion des Albumins akfiviert. Nach der Reakfion wird das Kopplerreagenz w.eder abgespalten, be.sp.elswe.se 

,„ 1 n« SSeaaenz wird vorteilhaft bezogen auf die reaktiven Gruppen des Tragermatenals .n gle.cher b.s zehn- 
^SZlSSToadl *rd eine MehrpunWanbindung errslcht, die die erwOnschte Damp.- 

15 ^SSirrSTkann die vorgenannte Vbrrichtung zur En«ernung von Toxinen aus menschlichem Voltolut, aber 
auch aus menschlichem Plasma Oder Zellkurturmedien verwendet werden. 

ErfindungsgemaBes Beispiel 1: 

Kunststoffbeads beispielsweise aus Polymethacrylat Oder Polyhydroxymethacrylat (z.B. EUPERGIT", Fa. Rohm) 
mH Sem^SiS^ n Z bte 500 mn werden aminiert und mit gereinigtem Humanalbum,n mrttels geeigneter 

Mechanismus entspricht demjenigen, der in Beispiel 1 nflher erlautert ist 

1 • "^SS^SX^ *■ Rohm > mft einem mmieren Durchmes8er T,? * m 

resusDendiertunddieProteinkopplungsausbeutebestimmt 

^fech?Kcp P lungsausbeuten liegen rrtt BSA bei 8 bis 10 mg Prote.n/g Beads. 

B^^ZSSSSS^^ » « Plasma Def FettSaUregehaK ^ P,3S - 

M ?SE5U*n werden nach Abschnitt 1 ^ 
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stimmung (Shimizu, S. eft al. 1980: Anal. Biochem.107: 193-198) erfolgt photometrisch mittels eines kftufhchen 
enzymatischen Farbtestes (Boehringer, Mannheim). Zur Ermittlung der albuminspezifischen Bmdung wurden m 
alien Versuchen Kontrollbeads ohne Albuminbeschichtung unter analogen Bedingungen mitlaufen gelassen. 

Tabelle 1 und Fig. 3 fassen die typischerweise ermittetten Ergebnisse des beschriebenen Versuches zusam- 
men. Mit Albumin beschichtete Acrylharz-Beads zeigen gegenuber der Kontrolle eine deutlich erhehte Bmdung von 
Fettsauren. 



Tabelle 1 
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Adsorptive Entfernung von Fettsauren aus Humanplasma mit Albumin-Acrylharzbe 


iads im Batch-Verfahren. 


Probenart n=l0 


Extlnktlon (546nm) 


Fettsdurekonz. 
(mmol/l) 


Fettsdure gebunden 
(ug/ml Beads) 


Ausgangsplasma 


0,927 


0,88 




Plasmauberstand Albuminbeads 


0,630 


0,60 




Plasmauberstand Kontrolle 


0,803 


0,76 




Albumin-Beads 


0.430 


0,25 


49,6 


Kontrollbeads 


0,098 


0,05 


11,3 
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1 2 Adsorption von Endotoxin aus Humanplasma mittels albuminbeschichteter Acrylharz-Beads. 

Genau 5 ml Albumin-Acrylharzbeads. hergesteM wie in Absate 1 beschrieben werden ,n 
Die moglichst luflUasenfrei gepackte Saule wird zunachst mit 50 ml 0.5%ger (w/v) PVTOflenfreie 0****g* 
Uteuna (Natrium-Desoxycholat, Flute) mit einer RuBgeschwindigKeit von 5 ml/mm pert undiert Mrt ^diesem Schrrtt 
wS an de^Oberfltchen haftende Endotoxine entfernt Desoxychotatreste werden m, 1000 ml pyro- 

ZfrtLro 9%taer Natriumchlorid-Losung entfernt und die Saule abschlieBend mit 50 ml 20 mM Natnu.iph«*hat- 
pSZS* ^^^^ti^e und die Aquilibrierung erfdgen ebenfalls mit einer Fluligeschwindigkert 
m££ SSSSltaWn Eluates wird entnommen und auf Pyrogenfreiheit geprOft. Aus hepann.s.ertem 
£ fuXnilTvblWut gesunder Spender wird durch Zentnfuga«on mrt 1500 x g tor 15 M,nuten m. 
aewonnen Dot Plasma wird sofort nach der Qewinnung Endotoxin (z.B. Lipopolysacchand aus E. coli. 055.B5, 
S3 Trugese* u* die Endotoxinmenge bestimmt. Je 20 ml Plasma mrt einem Gesanrtendotoang^a .von 
SSo (EU) werden mit einer RuBgeschwindigKeit von 2 rrf/min Ober die Sftule gepumpt Der DurcWauf 

wird aufgefangen Nach Durchlauf des Plasmas wird die Saule mit 20 ml 20 mM pyrogenfre.em Natnumphosphat- 
Puffer nachaesoult. Die SpOIIOsung wird ebenfalls aufgefangen. . 

A^ Sr Serenz deTeingesetzten Endotoxinmenge vor der Saule und der Endotoxinmenge der vere.n,gten 
EluaTna^ dfsZLWd die Adsorptionstepazittt der Atoumin-Acrylharzbeads bestimmt. Kc^trdlexpenmente 
we^en m^einerlule aus 5 ml AcryKarzbeads ohne Albuminbeschichtung unter gleichen Versuchsbedmgungen 

dU ^i 6 ElSotoxinbestimmung erfolgte in alien Experimenten mittels eines turbidimetrischen Wnetischen Umulus 
AntfbocvSsat Testes (LAL-Test siehe: Remillard. J.F. et al. 1987. In: Wateon, S.W., Uvin. J-.Nov.tsky. TJ. 
S^SL endotoxins with the Umulus Amebocyte LysateTest". New York, Alan R. R.ss, Inc. pp 

197 Tablile 2 und Fig. 4 fassen die typischerweise in den Experimenten erzielten Ergebnisse z f«™ men K <^ en - 
Obe. -St tirnM zeigen die mit AlbSmin beschichteten Acrylharzbeads eine deutlich erhOhte Endotox.nb.ndung. 
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Adsorptive Entfernung von Endotoxinen aus Humanplasma mit Albumin-Acryl 


larzbeads. 


Gel n=5 


Gesamtendotoxin vor 
der SSule 


Gesamtendotoxin nach 
der saule 


Blndung (%) 


Albumin-Acrylharzbeads 


9.880 EU 


2.408 EU 


76 


Kontrollbeads 


9.880 EU 


6.436 EU 


35 



Die 



kovalente Immobilisierung von Albumin auf den Oberfl&chen fester Tragermaterialien ist auch deshalb 
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besonders vorteilhaft, da durch die Art der chemischen Kopplung bestimmte Bindungsregionen des Albuminmole- 
kuls exponiert werden kOnnen. Enthalt z. B. die Oberf lache des festen Tragers Aminogruppen, so wird, bei Verwen- 
dung von Carbodiimid als Kopplungsreagenz, das Albuminmolekul bevorzugt Ober Strukturbereiche mit 
Carboxylgruppen an den Trager gebunden. Diese Regionen stehen zur Adsorption nicht mehr zur VerfOgung. 

Es ist ersichtlich, daB das uber Carboxylgruppen immobilisierte Albumin ausgepragte Bindungseigenschaften 
hinsichtlich der untersuchten Substanzen besitzt, da es im Zuge der Immobilisierung kationischen Charakter 
erhatt. 

Die Bindung des Albumins erfolgt Qber die Amingruppen des Tragers. Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen 
Adsorbers ist sein Vollblutvertraglichkeit Ein MaB dafQr ist die Abnahme von Thrombozyten, die auf der Saule hangen 
bleiben. Urn die verbesserte Vollblutvertraglichkeit zu zeigen, wird im folgenden die Thrombocytenadhasion in Heparin- 
plasma in Anwesenheit von LPS (500 pg/ml) anhand eines Vergleichsversuchs untersucht. 

Fig 5 zeigt beispielhaft die Eigenschaften des erfindungsgemaBen Albumin-Adsorbermatenales anhand des 
Thrombocytenveriustes des perfundierten Vollblutes. Die Hamokompatibilitat des Adsorbers ist urn so besser, je germ- 
ger der Abfall der Zellzahl in Bezug zum Pra-Wert ausfailt. Kurve A zeigt den Verlauf des Thrombocytenabfalles mit 
dem erfindungsgemaBen Albumin-Adsorbermaterial. Kurve B ist eine Kontrollkurve mit einer Saule ohne Adsorberma- 
terial. Kurve C zeigt den Verlauf des Thrombocytenabfalles mit einem Adsorbermaterial bekannt schlechter Hamokom- 
patibilitat. 

20 Versuchsbeschreibuna: 

Saulen: A: Eupergit-Humanalbumin, Charge FRE 76-060896 

B: Leersdule 
C: TRP 80-NH 2 
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Gelmenge: 4ml 

Spulidsung: 500ml 0,9% NaCI-Lsg. 500ml 0,9% NaCI-Lsg. + 5 1.E./ml Na-Heparin 

30 SpOrfluB: 900 ml/h 

Blutvolumen: 12 ml 

Heparindosierung: 25 1.E./ml 
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verwendetes Heparin: Natrium- Heparin, 5000 I.EV0,2ml, 
B. Braun-Melsungen 

BlutfluB: 30 ml/h 

Fraktionen: 4 Fraktionen zu je 2 ml. 

VersuchsdurchfQhruna: 

Vollblut gesunder Spender wurde aus einer gestauten Armvene abgenommen und in mrt Na-Heparin vorbereitete 
(Heparindosierung: 25 I.E. / ml Blut), sterile Falcon PP-R6hrchen QberfOhrt. Die Heparinblutspenden wurden anschhe- 
pg/ml LPS aus E.coli 055:B5 versetzt und 1 Stunde bei 37*C auf einem Rollenmi^her ^vonnkub.ert. D,e 
mit dem Adsorbermaterial gepackte Saulen wurden vor dem Versuch mrt den oben genannten SpullGsungen mrt H.lfe 
einer Volumed-lnfusionspumpe (Fresenius) gespQlt. Aus der Blutprobe wurden vor Versuchsbeginn ca. 2 ml ^enom- 
men (Pra-Wert). AnschlieBend wurden mit HiHe der Volumed-Pumpe Ober jede Saule 12 ml Blut gepumpt FluB sx>^ 
Fraktionen von je 2 ml wurden in EppendorfgefaBen aufgefangen. Die Zellzahlbestimmungen erfoigten .n alien Proben 

EilieTelTere torTer^eSsche Zwecke besonders geeignete Eigenschaft des erfindungsgemaBen Adsorbers irt 
die HeiBdampfsterilisierbarkeit des verwendeten Materials. Diese Methode der HeiBdampfsterilisation be. 121 C und 1 
bar Uberdruckwird nicht von jedem Material toleriert, insbesondere istkeine Toleranzb^roteinerr zu e ^ arten h f j!"" 
dungsgemaB ist es gelungen. durch Mehrpunktanbindung diese Eigenschaft der Dampfster.l.s.erbartert ^ erhalten^ 
Die Mehrpunklbindung wird erreicht. indem die molaren Vertialtnisse der Ausgangsstoffe derart gewahlt werden, daB 
die molaren Gruppen des Tragermaterials zu der Albuminkonzentration im UberschuB eingesetzt werden, vorteilhafter- 
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weise im Verhaitnis 50 bis 500 zu 1 . 

Zwar ist auch eine andere Art der Sterilisation denkbar. beispietsweise Ethylene^ Oder rBesfraWung |. doch «t 
dannrfcMausgestflossen.daBFremdst^^ 
ertenge^rdVnk^^ 

bSSTS diese Methode. wenn Proteine verwendet werden. da diese ^^^^SaSeS 
durch die erfindungsgemaBe Mehrpunktanbindung kann eine Denaturierung verhmdert und erne He,6dampfstenhs.er 

^Rg^i^eShikdargest^ die die Upopolysachandbindung (Endotoxin) vor und nach der Steriiisation 
zeigt. 

Patentansp ruche 

1. Vorrichtung zur Reinigung proteinhaltiger Losungen, wie Blut. Blutplasma Oder Zellkurturmedien. 

Kto^SXrrnateria. aus Kunststoftmaterial. wobei das Kunststoffmateria. aus der Gruppe Polyacryl- 
airpS«c^ate PdysuHbn und Polyethersutfon. welche als funktionelle Gruppe Arrune bzw. Am.de tragi, 
aus'gewahlt ist, wobei diese rrtfttels Peptidbindung mit Albumin kovalent beschichtet and. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Albumin Ober eine Mehrpunktbindung an das 
20 Kunststoffmaterial gebunden ist. 

3 Vorrichtuna nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet. daB das Tragermaterial in Form vonj**uttungen 
von in ForHn Membranen in Flach- oder Hohlfaserform Oder in Form einer Fd.e e,ngesetzt werden. 

Verlahren zur Herstellung eines TrSgermatertals fOr eine Vorrichtung nach J^gT* 
gekennzeichnet. daB die Mehrpunktbindung Ober eine Kbpplerreagenz erzeugt wrd. das led.gl.ch d.e Carbonyl 
funktion des Albumins aktiviert und anschlieBend wieder abgespalten wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet. daB als Kbpplerreagenz Carbodiimid oder N-Hydroxysucci- 

30 nimid verwendet werden. 

6 Verfahren nach einem der Anspruche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB die reakBven Gruppen des Trager- 
^iLi in ete^r, mo.aren VeThaltnis 50 bis 500 zu 1 zu der A.buminkonzentration verwendet werden. 

7 verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet, daBdas Kcpplerreagenzbezogen 

8. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der vorangehenden AnsprOche zur Entfemung von Toxinen aus 
menschlichem Vollblut oder menschlichem Plasma. 

40 9. VerwendungeinerVorricMungn^ 

turmedien. 
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Albumin-Acrylhaizbeads 

Spezifische Blndung von Fettsauren in Plasma 
( Bateh-Verfahren ) 
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Albumin-Acrylharzbeads 
Endotoxinbindung in Plasma 
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